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略語 
APOBEC   apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic 
polypeptide-like 
ARID1A  AT-rich interactive domain-containing protein 1A 
COSMIC  Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer 
DVT  Deep vein thrombosis 
FFPE  Formalin-fixed paraffin-embedded 
HGSC  High-grade serous carcinoma 
MMR  DNA mismatch repair 
OCCC  Ovarian clear cell carcinoma 
PCR  Polymerase chain reaction 
PIK3CA   Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase Catalytic 
Subunit Alpha 
SNPs  Single Nucleotide Polymorphism 
SNV  Single Nucleotide Variant 
ZFHX4  Zinc Finger Homeobox 4 
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要旨 
 卵巣明細胞癌（Ovarian clear cell carcinoma: OCCC）は卵巣癌の中でも治療抵抗性で
あり、白色人種に比してアジア人、特に日本人に多い(卵巣癌における OCCC の頻度
は日本人で 25%、白人で 5%)。本研究の目的は OCCC を特徴付けているゲノム異常を
特定し、OCCC に対し有効な分子標的薬を発見することを目的とする。2007 年から
2015 年にかけて東北大学病院で手術を行った 48 例の OCCC 症例の FFPE
（formalin-fixed, paraffin embedded）検体から癌部、非癌部のゲノムＤＮＡを抽出した。
すべての検体でエクソーム解析を行い、体細胞系の塩基置換、欠失、挿入といった遺
伝子異常を探索した。48 症例の塩基置換のスペクトル（mutation spectra）によって 3
つのクラスターに分類した。クラスター間で発症年齢や子宮内膜症の有無といった臨
床的な特徴に差を認めなかったが、1 つのクラスターで APOBEC（apolipoprotein B 
mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like）の活性化に関連した遺伝子変異を認め、
一部のOCCCの癌化の過程にAPOBECの活性化が関与している可能性が示唆された。
48 例中 3 例に高頻度に塩基置換を認め（他の 45 検体の 12 倍の頻度）、それらには癌
部および非癌部にミスマッチ修復遺伝子の変異を認めた。48 例の中で高頻度に変異を
認めた遺伝子は ARID1A (66.7%)、PIK3CA (50%)、PPP2R1A (18.8%)、KRAS (16.7%)で
あった。OCCC の 27.1％に BRAF、ERBB2、PDGFRB、PGR、KRAS といった薬剤選択
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の根拠となり得る遺伝子変異を認め、エクソーム解析の臨床上の有用性が示唆された。
我々の研究により、ミスマッチ修復機構の障害や APOBEC によるゲノムの不安定性
が OCCC の癌化において重要な役割を果たしている可能性が示唆された。 
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研究背景 
 上皮性卵巣癌は婦人科悪性腫瘍の中でも最も予後が悪く、本邦のがん登録では年間
4840人が卵巣癌で死亡しており、米国では年間 15500人が卵巣癌で死亡している (1)。 
2014 年の WHO 分類では上皮性卵巣癌を主に高異型度漿液性癌（High-grade serous 
carcinoma: HGSC）、低異型度漿液性癌（Low-grade serous carcinoma）、類内膜癌
（Endometrioid carcinoma）、明細胞癌（Clear cell carcinoma）、粘液性（Mucinous 
carcinoma）に分類した。なかでも、卵巣明細胞癌（Ovarian clear cell carcinoma : 
OCCC）は抗癌剤治療に最も抵抗性であり (2)、発生頻度に人種差があるという特徴
がある。米国の卵巣癌に占める OCCC の頻度はアジア人で 11.1%、白色人種で 4.8%、
黒色人種で 3.1%であった (3)。この傾向は日本人で顕著であり、日本人の卵巣癌の
25%が OCCC である (4)。また、子宮内膜症は OCCC を含む一部の卵巣癌の前駆病
変とされている (5)。子宮内膜症は OCCC のリスクファクターであり (6)、子宮内膜
症の炎症とホルモン状態が OCCC の癌化に寄与しているものと考えられている (5)。
妊娠によるホルモン状態や低用量ピルを内服したホルモン状態は子宮内膜症を抑制
するとされている (7)。日本では近年 OCCC をはじめとした子宮内膜症関連の卵巣癌
が増加傾向にあり、妊娠機会の減少との関連が示唆されている (8)。OCCC はその他
にいくつかの臨床上の特徴も持ち合わせており、HGSC と比較し初期に診断されるこ
 6 
とが多く (9)、深部静脈血栓症（Deep vein thrombosis: DVT）を合併することが多
く、非 OCCC の DVT 合併率は 19%、OCCC の DVT 合併率は 50%という報告があ
る (10)。最も重要なことに、OCCC は HGSC と比較し、卵巣癌の標準治療であるプ
ラチナ・タキサン療法への感受性が低く、初発時に腹膜播種または遠隔転移を来して
いる臨床進行期 III/IV 期の OCCC の生存期間の中央値は HGSC と比較し有意に低い 
(11)。 そこで、OCCC の治療を改善するいくつかの取り組みがなされてきたが、著
明な効果を示す治療は見つかっていない (12)。近年の例では、卵巣癌の標準治療に
抵抗性である OCCC 患者に対し Irinotecan＋Cisplatin（Irinotecan and Cisplatin: 
CPT-P）療法と Paclitaxel＋Carboplatin（Paclitaxel and Carboplatin: TC）療法の
比較試験を行う OCCJGOG3017/GCIG トライアルにおいて、無増悪生存期間
（Progression free survival）、全生存期間（Overall survival）ともに差を認めなか
った (13)。 OCCC に対する有効な分子標的薬を発見することが、OCCC の治療成績
を改善する上で重要である。 
近年、固形腫瘍に対し全ゲノム解析やエクソーム解析を行うことで、癌の生物学に
おいて新たな知見が得られるようになってきており、癌のゲノム中の体細胞変異から
有効な分子標的薬を探索することが可能になってきた。例として、渡辺らは難治性の
先天性退形成性星細胞腫（Congenital anaplastic astrocytoma）に網羅的な遺伝子変
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異解析を行い BRAF V600E 変異を発見し、Vemurafenib を投与することで完全緩解
が得られた症例を報告している (14)。この報告は腫瘍の組織学的分類を超えて、腫
瘍におけるドライバー変異をターゲットとした分子標的薬を用いることで劇的な効
果を得られることを示している。このように、悪性腫瘍に対し全エクソーム解析のよ
うな網羅的な解析を行うことは、分子標的薬の選択において有用であることが示唆さ
れている。  
OCCC における遺伝子異常では ARID1A 遺伝子の機能を消失・低減させる体細胞
変異 (46-57%)や PIK3CA 遺伝子の機能を活性化させる体細胞変異 (40%) (15, 16)、
また、ZNF217 遺伝子のコピー数増加が既に報告されている (17, 18)。しかし、これ
らの報告は凍結切片からゲノムDNAやRNAを抽出して行われた実験であり、OCCC
と他の組織型との混合型の卵巣癌において確実に OCCC の部分をサンプリングでき
ていない可能性がある。そこで我々は癌の hererogenity を踏まえ、HE 染色で組織学
的に OCCC と診断したパラフィンブロックから、OCCC の部分のみを回収し、ゲノ
ムDNAを抽出しすることで効率的にOCCCに特徴的なゲノム異常を抽出できると考
えられた。また、ホルマリン固定・パラフィン包埋（formalin-fixed 
paraffin-embedded: FFPE）検体からエクソーム解析を行うことは、臨床上有用であ
ることが予想されるが、長期間ホルマリンに固定された検体から得られた DNA は断
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片化が起きていることが予想され、実行可能性について不明な点が多く、現時点での
報告は限られており、この解析系を確立することは意義が大きいと考えられる。 
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研究目的  
卵巣明細胞癌（OCCC）のエクソン上の塩基置換や欠失挿入、コピー数異常といった
ゲノム異常を明らかにすることで、OCCCの臨床像に即した新たな治療標的を発見する
ことが可能になる。また本研究を行うには、ホルマリン固定・パラフィン包埋（FFPE）
検体から抽出したゲノムDNAを用いたエクソーム解析の解析系を確立する必要がある。 
以上より、①FFPE検体から抽出した DNAを用いた次世代シークエンサーを用いたエ
クソーム解析の解析系の確立、②OCCCのゲノム異常の探索、③OCCCのゲノム異常と
臨床像への関連解析を行うことを研究の目的とした。 
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研究方法 
検体 
本研究は東北大学医学部倫理委員会で審査（2014 年度 第 10 回倫理委員会）の上、
承認されている。2007 年から 2015 年までの間に東北大学病院産婦人科で手術を行い、
化学療法・放射線療法等の治療前であり、腫瘍部・非腫瘍部ともにゲノム DNA の回
収が可能であった OCCC48 例を解析に用いた。患者背景は Table 1 に示す。化学療法
抵抗性の定義は初回化学療法中、あるいは初回化学療法終了後から 6 カ月以内に CT
画像で病変の増大または新規病変が現れたものとした。研究シェーマを Figure 1 に示
す。 
 
DNA 抽出 
外科的に切除された検体は 10％ホルマリンで 24－48 時間固定した後、パラフィン
包埋を行った。ゲノム DNA は FFPE 検体から Figure 2 に示すように回収した。ヘマ
トキシリン・エオジン(HE)染色で OCCC の領域を確認後、同ブロックを 10μm 厚に
薄切し、スライドグラス上に載せた切片から OCCC の領域のみをメス刃の先端を用い
て 2ml チューブに回収した。切片の枚数は OCCC 領域の広さに合わせて 1-10 枚用い
た。非癌部の DNA は同患者の子宮や卵巣等の異型を認めない部分から同様に組織を
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回収した。ゲノム DNA は GeneRead DNA FFPE Kit (Qiagen, Germany)を用い、キット
に添付のプロトコールに従ってゲノム DNA を回収した。 断片化等の DNA の質は電
気泳動で確認した。二本鎖DNAの濃度はQubit 2.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA)で測定した。 
  
エクソームライブラリの作成 
エクソームライブラリを作成するため、1 μg のゲノム DNA を Covaris S220 (Covaris, 
Woburn, MA)を用いて 150–200 bp の長さに超音波破断した。 それぞれのゲノム DNA
は SureSelectXT Reagents (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) を用い、Bravo 
Automated Liquid Handling Platform (Agilent Technologies)上で添付のプロトコールに沿
って DNA ライブラリを作成した。アダプターを付与したゲノム DNA に AMPure XP 
reagent (Beckman Coulter, Brea, CA)を用いてビーズ精製を行い、 30 µL の NF 水に溶解
し、そのうち 15 µL を Herculase II Fusion DNA Polymerase (Agilent Technologies)を用い
て 10 サイクルの PCR を行った。増幅した DNA ライブラリを再度 AMPure XP reagent 
(Beckman Coulter, Brea, CA) を用いて精製し、30 µL の NF 水に溶解した。 
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エクソン領域の捕捉 
SureSelectXT Target Enrichment System (Agilent Technologies)を用い、添付のプロトコ
ールに従い DNA ライブラリをエクソン捕捉プローブにハイブリダイズさせた。 750 
ng の DNA ライブラリを Human All Exome V6 capture probe (Agilent)と反応させた。プ
ローブにハイブリダイズされた DNA ライブラリに 8 塩基のインデックス PCR プライ
マーを付与し Herculase II Fusion DNA Polymerase (Agilent Technologies) を用いてさら
に PCRを行った。サーマルサイクラーの設定は 98℃で 2分間の変性を行った後、cycles 
at 98°C で 30 秒、57°C で 30 秒、72°C で 60 秒を 12 サイクル行い、最終の伸長反応は
72°C で 10 分間行った。増幅されたエクソン DNA ライブラリを AMPure XP reagent 
(Beckman Coulter)を用いて精製し、30 µL の NF 水に溶解した。エクソン DNA ライブ
ラリの濃度とクオリティは TapeStation (Agilent Technologies)を用いて評価した。 
 
エクソーム解析 
IlluminaのHiSeqシークエンサーで高いクオリティで十分な量のデータを得るため、
我々は Miseq を用いた MiSeq 定量法（quantitative MiSeq: qMiSeq）を用いてエクソン
DNA ライブラリの定量を行った。この手法は多数のライブラリの定量を一度に行う
のに有効である (19)。変性させたエクソン DNA ライブラリを TruSeq SBS kit v3 
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(Illumina)を用いて HiSeq2500 (Illumina)上で high-output モード、201-bp paired-end 法で
塩基配列の読み取りを行った。 
 
Illumina HiSeq エクソーム解析データの処理パイプラインと腫瘍特異的変異の検出 
Illumina Hiseq シークエンサーで読み取られた 201-bp のリードは BWA-MEM (ver. 
0.75a-r405)の標準設定でヒトゲノムリファレンス配列 (UCSC hg19)およびデコイ配列
（hs37d5）上に再配置し、BAM ファイルに変換した。PCR によって増幅した同一の
リードは Picard (http://picard.sourceforge.net/)を用いて除去した。 
塩基の置換、欠失、挿入は Genome Analysis Toolkit (GATK version 2.5-2)上の
UnifiedGenotyper tool  (20) の標準設定を用いて検出し、変異情報は variant call format 
(vcf) version 4.1 を用いて保存した。このパイプラインの詳細は文献 (21)を参照された
い。 
 
変異の機能アノテーション付与 
上記で得られた vcf ファイルに Annovar 
(http://annovar.openbioinformatics.org/en/latest/) を用いて機能アノテーションを付与し
た。外部データベースとして、Single Nucleotide Polymorphism database version 138 
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(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_summary.cgi?view+summary=view+summ
ary&build_id=138)、1000 Genomes version 2014Oct 
(http://www.internationalgenome.org/data#download)、NHLBI GO Exome Sequencing 
Project version esp6500siv2 (http://evs.gs.washington.edu/EVS/)、Catalogue of Somatic 
Mutations in Cancer version 70  (22)、Tohoku Medical Megabank Organization (ToMMo) 
1KJPN の情報も付与した (23)。アミノ酸変異の機能的な予測スコアとして、dbNSFP 
version 30 を用いて Mutation tester の情報も付与した (24)。また、遺伝子変異を起こし
た遺伝子の中から、偽陽性を示すことが多く、2 つの文献で black list gene と呼ばれる
遺伝子を除外した (25, 26)。 
 
サンガーシークエンシング 
エクソーム解析の検証のため、ARID1A、PIK3CA、KRAS、MSH6 のサンガーシーク
エンシングを施行した。PCR プライマーは Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/)
を用いて設計した。約 300bp の領域を AmpliTaq Gold 360 DNA polymerase (Thermo 
Fisher Scientific) を用いて設計した。PCR プライマーは Table 2 に記載した。サンガー
シークエンシングの手順は Nagasaki et al.を参照されたい (23)。すべてのキャピラリ
の信号は目視で確認した。サンガーシークエンシングを用いて 53 の体細胞変異を検
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証し 96.2% (ARID1A 28/29、PIK3CA 15/16、KRAS 6/6、MSH6 2/2 合計 51/53) の高確率
で体細胞変異を再確認することが可能であった。検証できなかった 2 例では、検証用
のＤＮＡが不足したために再度 DNA を抽出した際に、同遺伝子変異を含む腫瘍含有
量に違いが生じた可能性が考えられる。 
 
統計解析 
統計解析は R software package version 3.3.1 (27) を用いて行った。症例の臨床像と遺
伝子変異間の関連解析は Pearson’s correlation test と Fisher’s exact test を用いて検証し
た。Transition (Ts)/transversion (Tv) 比 nonsynonymous single nucleotide variant 
(SNV)/synonymous SNV 比、frameshift indels/non-frameshift indels 比は Wilcoxon rank 
sum test で評価した。Mutation spectra に対するクラスター解析 は Cluster 3.0 
(http://bonsai.hgc.jp/~mdehoon/software/cluster/) を用い、Similarity Method を Absolute 
Correlation、Clustering Method を Complete linkage として Hierarchical Clustering を行っ
た。得られた結果を Java tree view (http://jtreeview.sourceforge.net/)を用いて可視化し、
樹形図の頂点からの距離が等しい線を引き、変異パターンに特徴を持つ 3 群に分類し
た。。T から A への変異の有意性の評価はカイ二乗検定で行った。 
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Mutation spectra 解析で C to G 変異が多い群を認めたことから疑われた
APOBEC ("apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like")に関連し
た変異の評価は下記の工程で行った。初めに、hg19 の配列から、変異を認めた個所の
前後の塩基を抜き出し、5’側が T の C 塩基が T または G に、3’側が A の G 塩基が A
または C に変化したものを APOBEC 変異として集計した (28)。IUPAC nucleotide code 
で表現すると TCN to TKN または NGA to NMA (K = T or G、M = A or C)と表現され
る。
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・研究結果 
FFPE から抽出した DNAのエクソーム解析 
得られた DNA ライブラリを用い、1 フローセルあたり 32 検体の解析を行っ
た。1 検体あたりの平均アウトプットは 8.8 Gb (6.6–10.8 Gb)、平均オンターゲット率
は 75.4% (55–82%)、平均読み取り深度は 61×(43–78×)であった。 
 
Mutation spectra から OCCCの発生起源と新たなサブタイプの存在が示唆される。 
48 例の OCCC の全エクソーム解析のターゲット領域 60M の中から 7,186 の 体細胞
変異を同定した。塩基の置換は 6 種類に分類することが可能である。近年、塩基置換
のスペクトル（mutation spectra）は発癌の過程を表現していることが報告されており 
(29)、本研究でも mutation spectra 解析を行った。 Figure 3 に mutation spectra に対し
クラスター解析を行った結果を示す。更なる解析のため、48 検体を 3 つの大きなクラ
スターに分類した（クラスターA、B、C: Figure 3A、3B）。  
クラスターA には 21 例、B に 9 例、C に 18 例が分類された。発症時年齢、
子宮内膜症の有無、DVT の有無といった臨床症状に関して有意なパターンの違いは
認めなかった。しかしながら、3 つのクラスターはそれぞれ特徴的な塩基置換パター
ンを持っていた。 クラスターA は C to T 変異の比率が高かった。これは一般的な癌
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でよくみられる現象であるとともに (30)、ホルマリンでの長期固定で発生することも
報告されている (31)。クラスターB は他のクラスターと比較し多くの C to G 変異を有
していた (Figure 3、クラスターA: 9.4%、クラスターB: 23.6%、クラスターC: 8.0%)。 
クラスターC は他のクラスターと比較し、有意に T to A 変異を多く認めた (Figure 3B: 
p < 1.55 x 10
-8：Pearson's chi-square test）。症例毎の mutation spectra は Table 3 に記載
した。 
クラスターB では C to G 変異が多く、APOBEC（apolipoprotein B mRNA editing 
enzyme, catalytic polypeptide-like）の活性化が疑われた。APOBEC の活性化で引き起こ
される塩基置換は 5’側が T の C 塩基が T または G に、3’側が A の G 塩基が A または
Cに変化するという特徴がある (28, 30)。同変異をAPOBEC関連変異（APOBEC related 
mutations）として集計し、全塩基置換に占める APOBEC related mutations の割合を
Table 4 にまとめた。クラスターB は他のクラスターと比較し、2.3-2.7 倍の APOBEC 
related mutations の頻度を持っており、この差は統計的に有意であった（p = 0.001, 
student’s t test）。 この結果から、APOBEC の活性化が OCCC の一部の癌化に関連し
ている可能性が示唆された。 
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OCCCの癌化におけるミスマッチ修復機構異常との関連 
48 例中、体細胞変異が著しく多い高変異例を 3 例認めた（Table 5）。これらは 1
検体あたり平均 1,060 (811–1,549)の体細胞変異を認め、他の 45 例の平均値より 12 倍
高い値であった。これら 3 例の高変異例の体細胞変異の特徴をみつけるため、プリン
塩基からプリン塩基、ピリミジン塩基からピリミジン塩基への変異である Transition 
(Ts)、プリン塩基からピリミジン塩基、ピリミジン塩基からプリン塩基への変異であ
る transversion (Tv)の比である Ts/Tv 比、アミノ酸変異を伴う nonsynonymous SNV と
アミノ酸変異を伴わない synonymous SNV の比、フレームシフト（frameshift）を起こ
す塩基の欠失・挿入とフレームシフトを起こさない塩基の欠失・挿入の比を比較した
(Figure 4、Table 6)。Ts/Tv 比と nonsynonymous/synonymous SNV 比は 3 例の高変異例
とその他の 45 例で有意な差を認めなかった（Figure 4 and Table 6）。しかし、frameshift 
indels/non-frameshift indels 比において、高変異例はその他の 45 例と比べて 8.1 倍高か
った (p=0.006, Wilcox rank sum test)。このフレームシフト変異の割合の高さは、高変
異例の腫瘍において、ミスマッチ修復（mismatch repair：MMR）機構の障害が起きた
ことで 1 塩基の欠失・挿入を修復できなかった影響であると考えられた。 
マイクロサテライト不安定結腸癌がマイクロサテライト安定結腸癌と比較し
より多くの体細胞変異を持つことはよく知られており、マイクロサテライト不安定結
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腸癌はリンチ症候群と関連付けられている (32, 33)。3 例の高変異例は何れも非腫瘍
部にの MMR 遺伝子 (MSH2, MSH6, MLH3, PMS1 and PMS2)に変異を認めた (Table 7)。 
ここれらの変異は Clinvar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) や Insight 
(https://www.insight-group.org/variants/databases/) といったデータベースに登録されて
いなかった。なかでも、Case 017 は非腫瘍部の MSH6 遺伝子にフレームシフト変異
を認めた。これらの結果は OCCC の一部の症例において MMR 機構の障害が癌化にお
いて重要な役割を担っている可能性を示唆している。しかし、これらの症例は悪性腫
瘍の家族歴を認めなかった。また、他の 45 例は MMR 遺伝子の機能を明らかに低下
させる変異は認めなかった。  
 
クロマチンリモデリングと PI3Kパスウェイは OCCCの癌化における主要な標的で
ある 
OCCC で変異を認めた遺伝子の機能的な特徴を調査するため、体細胞変異に対して
ANNOVAR を用いてアノテーション（機能情報）を付与し、COSMIC データベース
に登録されている癌関連遺伝子（cancer gene census）の中で 2 例以上に変異を認めた
遺伝子を抽出した(Figure 5)。最も多く変異を認めた遺伝子は ARID1A 遺伝子 (66.7%, 
32/48)であり、以前からの報告と符合する (15)。その他、PIK3CA 遺伝子(50%, 24/48)、 
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PPP2R1A 遺伝子(18.8%, 9/48)、KRAS 遺伝子(16.7%, 8/48)の変異を高頻度に認めた
(Figure 5)。ARID1A 遺伝子変異の頻度はこれまでの報告（57%）より高いが (15)、統
計的な有意差は得られなかった。ARID1A 遺伝子と PIK3CA 遺伝子の変異は同時に発
生している例が多く（48 例中 22 例）有意な関連性を認めた (p=0.0005, Fisher’s exact 
test)。 
さらに、COSMIC データベース上でこれまで OCCC と関連が指摘されていな
かった 36 遺伝子の変異を認めた。PIK3R1 は子宮内膜癌で多くの変異が報告されてい
る癌抑制遺伝子であり (34)、OCCC と同様に子宮内膜を起源としていることから、
OCCC の一部が子宮内膜癌と共通の発癌過程を持つ可能性が示唆される。本解析でも
PIK3RI 遺伝子変異の 3/5 で明らかに機能を損失させる変異を認めており、癌抑制遺伝
子として働いていたことが示唆される。興味深いことに PIK3R1 遺伝子に変異を認め
た 5 例全てに ARID1A 遺伝子の変異を認めた。 また、1 例に PIK3CA と PIK3R1 の両
遺伝子に変異を認めた。また、PI3K パスウェイを抑制することで知られる PTEN 遺
伝子(35) のフレームシフト変異を 1 例認めた (Case 015; c.795dupA) また、OCCC に
おける同遺伝子の変異の発生頻度はこれまでの報告と同様であった (36, 37)。 
PIK3CA 遺伝子と PIK3R1 遺伝子のシグナルパスウェイ上の関係やそれぞれの変異
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の違いから、PI3K パスウェイの活性化が OCCC の癌化において重要な役割を果たし
ていると考えられる。 
本研究では OCCC の多くで ARID1A のようなクロマチンリモデリングに関わ
る遺伝子と細胞増殖に関わる PI3K シグナルパスウェイ上の遺伝子に変異を認めた。
ARID1A、PI3K3CA、PPP2R1A、KRAS の４遺伝子に変異を認めなかった検体において
認められた、COSMIC に登録されているがん関連遺伝子のリストを作成した (Table 
8)。 ARID1A 遺伝子変異を持たない検体であっても SMARCA4 (Case 026) 遺伝子の終
止変異や ARID1B (Case 030)のフレームシフト変異といったクロマチンリモデリング
に関連する遺伝子に変異をもつ検体や、PI3K パスウェイに変異が無くても BRAF 
(Case 10) や PDGFRB (Case 13) といった腫瘍増殖を司る遺伝子にインパクトの大き
いミスセンス変異を認めた (Table 8)。これらの結果から OCCC の大部分はクロマチ
ンリモデリング機構の機能低下と腫瘍増殖シグナル（主に PI3K パスウェイ）の活性
化によって癌化を来していると考えられる。 
OCCC において新規に変異を認めた遺伝子が BUB1B であり、3 例に認めた。
BUB1B は細胞周期チェックポイントに関連し、結腸癌や膠芽腫等のいくつかの癌種
での変異が報告されている (38)。その他の細胞周期チェックポイントに関連する遺伝
子として、少数例で TP53 (Case 12、Case28) や ATM (Case 43)遺伝子に変異を認めた。 
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OCCCの一部に分子標的薬のターゲットとなり得る変異を認めた 
日常臨床では卵巣癌は組織型を問わず同様の化学療法を行っており、1 つの疾患とし
て扱っているが、その癌化の起源は様々である。OCCC の多くは化学療法に抵抗性で
あるが、腫瘍の遺伝子変異に対応した分子標的薬を用いることで予後を改善できる可
能性がある。 
近年、次世代シークエンサーを用いて腫瘍の臨床検体のゲノムを網羅的に解
析することで、癌のドライバー変異を同定することが可能になりつつあり(39)、適切
な分子標的薬を選択できるようになりつつある。Table 9 に示すように、BRAF、 ERBB2、 
PDGFRB、PGR といった分子標的薬が存在する遺伝子にインパクトの大きな変異を持
つ例を 5 例認めた。これらの腫瘍は Table 9 に示す分子標的薬が有効である可能性が
ある。逆に、KRAS の 12 番目のアミノ酸を置換する変異を 8 例に認め、これらの症
例ではチロシンキナーゼ阻害剤が無効であることが予想される。以上より、OCCC の
エクソーム解析によって、27.1%の例で臨床的に意義のある変異を同定することがで
きた。  
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臨床所見と変異遺伝子の相関 
我々は 4 つの臨床所見を抽出し変異遺伝子の間の関連解析を行った。臨床所
見は子宮内膜症の有無、診断時に既に進行症例（ステージ III、IV）であったか否か、
DVT の合併の有無、初回化学療法への抵抗性の有無の 4 つで検討を行った。これら
の臨床情報と 10％以上の例（5 例以上）で変異が見られた遺伝子との間で相関解析を
行った (Table 10)。子宮内膜症の有無、DVT の合併の有無、初回化学療法への抵抗性
の有無に関しては有意に相関を認める遺伝子変異を認めなかった。初診時に既に進行
症例であったものは ZFHX4 遺伝子の変異と比較的高い相関を示した (R = 0.364, 
p=0.011, Pearson’s correlation test) (Table 10、Table 11)。ZFHX4 遺伝子に変異を認めた 7
例はすべて初診時にステージ III、IV であった。 
更に、OCCC 卵巣外への癌の進展のある群（臨床進行期Ⅱ-Ⅳ期）とない群
（臨床進行期Ⅰ期）において変異の変異遺伝子に違いを認めるかを検討した。全体で
最も変異の多かった ARID1A の変異はⅠ期で 76.2％（16/21）、Ⅱ-Ⅳ期では 59.3％（16/27）
認め、Ⅰ期でやや高い傾向を認めたが、有意な差は認めなかった（P=0.177, Fisher's 
exact test）。全体で 2 番目に多かった PIK3CA 変異はⅠ期で 57.1%（12/21）、Ⅱ-Ⅳ期
では 44.4%（12/27）と ARID1A 同様にⅠ期で高い傾向を認めたが有意差は認めなかっ
た（P=0.281, Fisher's exact test）。DVT の有無で比較すると、ARID1A 変異は DVT 症
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例の 76.5%（13/17）、非 DVT 症例の 61.3%（19/31）（P=0.230, Fisher's exact test）に
認め、PIK3CA 変異は DVT 症例の 58.8%（10/17）、非 DVT 症例の 45.2%（14/31）（P=0.273, 
Fisher's exact test）といずれも DVT 症例で高い傾向を認めたが有意差は認めなかった。
化学療法抵抗性の有無で比較すると、ARID1A 変異は初回化学療法抵抗症例の 61.5％
（8/13）、初回化学療法非抵抗例 68.6％（24/35）（P=0.447, Fisher's exact test）に認め、
PIK3CA 変異は初回化学療法抵抗症例の 46.2％（6/13）、初回化学療法非抵抗症例の
51.4%（18/35）（P=0.500, Fisher's exact test）とほぼ同値であった。 
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考察 
本研究では全エクソーム解析を通して OCCC におけるゲノム異常を明らかにした。ま
た、FFPE 検体から抽出した DNA を用いたエクソーム解析は可能であった。 
 これまでの報告では FFPE 検体から得られた DNA と凍結検体から得られた
DNA を次世代シークエンサーで解析を行い、変異プロファイルに違いはなかったと
する報告されている (40)。しかし、固定から長期間が経過した検体の解析に関する報
告は限られている。本研究では FFPE 検体から抽出した DNA は断片化されており、
特に 2007 年以前の検体で DNA の収量が少なくなり、複数回に分けて DNA の抽出を
行った検体もあった。また、すでに断片化されているため、超音波裁断の条件を調整
する必要性を考慮し、超音波裁断機の作動時間を 20％短くする条件検討を行ったが、
通常のプロトコールで処理を行うことで DNA 長のピークが 150-200bp の基準内に収
まり、時間を短縮すると DNA 長のピークが基準より長くなったため、通常のプロト
コールで行った。DNA のクオリティの低下によるオンターゲット率の低下が予想さ
れ、読み取り深度 100×を目標として解析を行い、最終的なエクソン上の平均読み取
り深度は 61×(43–78×)と癌のエクソーム解析として十分な読み取り深度を得ること
ができた。固定から長期間経過した検体においても次世代シークエンサーによる解析
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は可能であったが、著しく古い検体においては DNA の抽出に難渋することがあり、
DNA の回収の可否が結果を得られるか否かを左右する。 
 OCCC の mutation spectra 解析によって、APOBEC の活性化によってみられ
る変異の特徴を示す症例群の存在が示唆された。著しく体細胞変異の多い例が 3 例存
在し、その 3 例は非腫瘍部に MMR パスウェイ上の遺伝子の変異を持っていた。以上
より APOBEC と MMR は OCCC の癌化において需要な役割を果たしていると考えら
れる。  OCCC において高頻度に変異を認めた遺伝子は ARID1A (66.7%)、PIK3CA 
(50%)、 PPP2R1A (18.8%) 、KRAS (16.7%)であった。分子標的薬剤の標的となり得る
遺伝子（BRAF、ERBB2、PDGFRB、PGR）の変異は OCCC の 10.4% に認めた。 
OCCC と子宮内膜癌は未経産婦が発症しやすい(7)、OCCC が異所性の子宮内
膜である子宮内膜症から連続して発生する等の臨床上の共通点を有しており、この 2
つの癌が共通の組織を発生起源としている可能性を示唆している。OCCC で頻繁に認
めた遺伝子もまた、子宮内膜癌と癌化の過程を共有している可能性を示唆している。
The Cancer Genome Atlas Research Network は子宮内膜癌の中でも一般的な類内膜癌
では PIK3CA、ARID1A、KRAS、PTEN、CTNNB1 の遺伝子変異を頻繁に認め、TP53
の遺伝子変異は稀であったと報告している(41)。我々の検体でも、48 例中 2 例のみに
TP53 の変異(Case 012; G55S, Case 028; R141H)を認めた。さらに、Anglesio らは OCCC
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に隣接する子宮内膜症の病変部でOCCCと同様のARID1AとPIK3CA 変異を認めるこ
とを報告しており、子宮内膜症の時点で子宮内膜癌の類内膜癌と同じ遺伝子変異を有
している可能性を示唆している (42)。対照的に、卵巣 HGSC の 96%は TP53 遺伝子
に変異を認め (43)、OCCC とは変異を認める遺伝子群が大きく異なる。 
 塩基置換の mutation spectra 解析では OCCC の中に APOBEC の影響を受けた
遺伝子変異を多く含む群を認めた。APOBEC ("apolipoprotein B mRNA editing enzyme, 
catalytic polypeptide-like") はシチジンデアミナーゼの一種であり、HPV に感染した子
宮頸癌等でウイルス感染細胞のゲノム DNA に多数の変異を起こすことで細胞死に導
く働きを持ち、5’側が T の C 塩基（TpC）を G に変化させる (28)。更に興味深いこ
とに、Henderson らは APOBEC の活性化により子宮内膜癌を含む複数の癌で PIK3CA
のヘリカルドメインに変異を起こさせると報告している (44)。我々の報告でも、
OCCC の半数で PIK3CA の変異を認めた。更に PIK3CA のヘリカルドメインに変異が
起きた例数を検討した。APOBECとの関連が示唆されるクラスターBの 9例中 4例で、
クラスターA と C の計 39 例中 6 例で PIK3CA のヘリカルドメインに変異を認めた。
これは統計的には有意では無かった (p=0.075, Fisher's exact test)が、APOBEC に関連し
た群でPIK3CAのヘリカルドメイン変異が多い傾向があり、我々のデータもHenderson
らの報告 (44)を支持する結果となった。興味深いことに、Wang らは OCCC の 26%で
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APOBEC に関連した mutation spectra (以下 APOBEC signature)を認めたと報告 (45) し
ており、その頻度は我々の報告 (9/48)に近い。彼らは ARID1 や PIK3CA の変異状況と
APOBEC signature は関連が無いとしている (45)。しかし、Wang らのデータでは OCCC
の APOBEC signature 群とその他の群での PIK3CA の変異の頻度（7/9 vs. 11/26)は我々
の報告 (7/9 vs. 18/39)と類似している。Wang らのデータと我々のデータは互いに独立
しているため、上記 2 つの数字を合計してメタ解析を行うと、統計上の有意差を認め
(p=0.034, Fisher’s exact test)、APOBEC の活性化が PIK3CA の変異を増加させることが
示唆される。 
本研究では 48 例中 3 例の高変異症例を認め、この 3 例は他の 45 例と比較し
約 12 倍の数の体細胞変異を認め、MMR 機構に異常を生じていることが予想された。 
我々はこれらの症例の非腫瘍部の MMR 遺伝子について精査を行い、まとめた結果を
Table 7 に示す。Case 015 の MSH2: R1095C、 Case 049 の MSH6: S900L といったミス
センス変異は COSMIC 70 データベースにも InSight データべース
(https://www.insight-group.org/variants/databases/)にも認めなかった (Table 7)。これらの
変異の機能的な評価は今後の検討を要する。Case 017 の MSH6 のフレームシフト変異 
(M1326 fs)もまた新規の変異であり、東北メディカル・メガバンクの 1000 人ゲノムに
も登録が無かった (23)。M1326 のすぐ上流、下流のフレームシフト変異は InSight デ
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ータベースでも deleterious と表記されており、この変異を持つ個体は癌に罹患しやす
い可能性がある。Lynch 症候群に伴う卵巣癌の組織型は主に類内膜癌と明細胞癌の混
合型であるという報告もあり (46)、組織学的な類似性は共通のゲノム異常に由来して
いる可能性を示唆する。  
我々のデータは OCCC の一部に MMR 機構の障害を持った症例が存在し、そ
の一部に Lynch 症候群を含む可能性を示唆している。OCCC と組織学的な発生起源を
共有すると考えられる子宮内膜癌は Lynch 症候群に見られる典型的な癌である (47)。
最新の報告では卵巣類内膜癌の 28％に MMR の障害が疑われるとされている (45)。 
Wang らは更に、MMR の障害は卵巣類内膜癌のみに認められ、OCCC には認めなか
ったとしているが、我々は OCCC の一部で MMR の障害を疑う例を認めた。この違い
はWangらと我々の間のOCCCの診断基準が完全に一致していなかったことに起因す
る可能性がある。本研究の OCCC の診断基準は一部に類内膜癌様、漿液性様の部位を
認めても、OCCC が主体であれば OCCC と診断し、DNA を抽出する組織は顕微鏡的
に OCCC の部分のみを切り出して回収している。Helder-Woolderink らは OCCC と
MMR の障害との関連を報告しており (46)我々の報告を支持する。本研究の MMR 異
常を疑う 3 症例では癌の家族歴を認めなかったが、OCCC や卵巣類内膜癌の患者を診
た場合、Lynch 症候群である可能性があり、詳細な家族歴聴取を要する。 
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OCCC において最も頻繁に変異を認めた遺伝子は ARID1A、PIK3CA、PPP2R1A、
KRAS であった。以前より、OCCC において ARID1A と PIK3CA は高頻度かつ同時に
変異を認めると報告されてきたが (15)、我々のデータではその 2 遺伝子の変異の頻度
は更に高いものであった。これは、OCCC の診断基準が WHO2014 年の診断基準以前
では一部の卵巣HGSCがOCCCと診断されていたことに起因すると考えられる (48)。
マウスにおいて ARID1A の不活性化と PIK3CA の活性化を同時に行うことで OCCC
が発生したという報告があることからも (49)、OCCC の癌化において ARID1A の機能
喪失と PIK3CA の活性化は主要な経路と考えられる。本研究では、クロマチンリモデ
リング因子の SMARCA4、ARID1B 遺伝子にも変異を認めており、KRAS and PIK3R1
といった RAS、PI3K パスウェイの遺伝子にも変異を認めた。KRAS 変異と PIK3CA 変
異は有意差をもって(p=0.024 Fisher’s exact test) 互いに排他的であった。62.5% (30/48)
の例でクロマチンリモデリング因子の遺伝子変異と RAS、PI3K パスウェイの遺伝子
に同時に変異を認めた。これらの結果から、クロマチンリモデリング因子の抑制と
RAS、PI3K パスウェイの活性化は OCCC の癌化に必須ではないが重要な役割を示し
ていることが示唆される。 
我々は 4 つの臨床所見を抽出し変異遺伝子の間の関連解析を行った。臨床所
見は子宮内膜症の有無、診断時に既に進行症例（ステージ III、IV）であったか否か、
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DVT の合併の有無、初回化学療法への抵抗性の有無の 4 つで検討を行った。これら
の臨床情報と 10％以上の例（5 例以上）で変異が見られた遺伝子との間で相関解析を
行った (Table 10)。初診時に既に進行症例であったものは ZFHX4 遺伝子の変異と比較
的高い相関を示した (R = 0.364, p=0.011, Pearson’s correlation test) (Table 10、Table 11)。
ZFHX4 遺伝子に変異を認めた 7 例はすべて初診時にステージ III、IV であった。ZFHX4 
遺伝子は膠芽腫においてクロマチンリモデリングに関わる CHD4 遺伝子の役割を制
御しての腫瘍細胞の分化に影響を与えることが報告されている (50)。つい最近 Qing
らは ZFHX4 の変異は中国人の食道がん患者の予後不良群と相関があることを報告し
ている (51)。我々の報告でも ZFHX4 遺伝子と初診時にステージ III、IV であった群の
相関が高く、Qing らの報告をサポートする結果であった。本研究で得られたデータに
加え、更なる機能解析を行うことで OCCC の癌化における ZFHX4 遺伝子の働きが解
明されるであろう。 
卵巣明細胞癌（OCCC）が高異型度漿液性癌（HGSC）と比較し初期に診断さ
れるが、OCCC が卵巣癌の標準治療に抵抗性である点、血栓塞栓症の合併が多という
特徴について、本検討では有意な遺伝子が抽出されなかった。これは OCCC の中に①
初期に見つかり、再発の少ない群と②腹膜播種を来したⅢ期以上の進行期で見つかり、
化学療法に抵抗性である群が存在するためと考えられる。この群間に変異遺伝子の違
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いを認めるか否かを検討した。OCCC 卵巣外への癌の進展において変異遺伝子に違い
を認めるかを検討したところ、最も変異の多かった ARID1A の変異はⅠ期で 76.2％
（16/21）、Ⅱ-Ⅳ期では 59.3％（16/27）認め、Ⅰ期でやや高い傾向を認めたが、有意
な差は認めなかった（P=0.177, Fisher's exact test）。PIK3CA 変異はⅠ期で 57.1%（12/21）、
Ⅱ-Ⅳ期では 44.4%（12/27）と ARID1A 同様にⅠ期で高い傾向を認めたが有意差は認
めなかった（P=0.281, Fisher's exact test）。また、DVT の有無で比較すると、ARID1A
変異は DVT 症例の 76.5%（13/17）、非 DVT 症例の 61.3%（19/31）（P=0.230, Fisher's 
exact test）に認め、PIK3CA 変異は DVT 症例の 58.8%（10/17）、非 DVT 症例の 45.2%
（14/31）（P=0.273, Fisher's exact test）といずれも DVT 症例で高い傾向を認めたが有
意差は認めなかった。化学療法抵抗性の有無で比較すると、ARID1A 変異は初回化学
療法抵抗症例の 61.5％（8/13）、初回化学療法非抵抗例 68.6％（24/35）（P=0.447, Fisher's 
exact test）に認め、PIK3CA 変異は初回化学療法抵抗症例の 46.2％（6/13）、初回化学
療法非抵抗症例の 51.4%（18/35）（P=0.500, Fisher's exact test）とほぼ同値であった。
以上より、OCCC で変異の多かった ARID1A、PIK3CA と診断時の臨床進行期、化学療
法抵抗性に統計的有意差は認めず、可能性の範疇を超えることはないが、OCCC の臨
床上問題となるⅡ-Ⅳ期例では ARID1A,PIK3CA の変異の割合が低く、遺伝子変異以外
のエピジェネティックな変化もしくは、前述の ZFHX4 の変異が関連している可能性
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が示唆された。また、同様に統計学的有意差は認めなかったが、Ⅰ期症例と DVT 症
例で ARID1A、PIK3CA の変異の割合が高い傾向があり、I 期で見つかり DVT を起こ
す群では ARID1A、PIK3CA の変異がこれらの群の特徴を形成する原因となっている
可能性が示唆された。これは、Ⅰ期で見つかる OCCC 症例が典型的な
Adenoma-Carcinoma sequence を経ているためと予想できるが、DVT との関連を解明す
るには不十分であり、更なる検討が必要である。 
 また、HGSC の 90%以上で TP53 変異を認め、ARID1A,PIK3CA の変異を持
たず、多くがⅢ期以上で発見されることとの関連が予想される。Ⅱ期以上で発見され、
化学療法に抵抗性である OCCC は、HGSC と Adenoma-Carcinoma sequence を経て癌化
を起こす OCCC の中間的な性質を持ち、卵巣癌の標準治療に反応し難いという可能性
が考えられる。 
OCCC の 27.1％で BRAF、 ERBB2、 PDGFRB、PGR、KRAS といった現段階
において薬剤選択の根拠として臨床的に意義を持ちうる遺伝子変異を同定した。現段
階で臨床的に意義のある変異は 27.1％であるが、今後の分子標的薬剤の進歩とともに、
この割合は増えてゆくものと考えられる。MMR に障害のある場合は、免疫療法に感
受性があると報告されている (52)。 Nivolumab は抗 programmed death-1 (PD-1)抗体で
あり、T 細胞上の PD-1 受容体をブロックすることで腫瘍免疫を制御することで抗腫
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瘍効果を発生する。 Nivolumab はプラチナ耐性 OCCC の 2 例中 1 例で CR（complete 
recession）を得たという報告がある (53)。近年、合成致死の概念を応用し、ARID1A
に変異を認める OCCC をターゲットとした分子標的薬が開発されている。ARID1A に
変異を認める OCCC は EZH2 (Enhancer of zeste homolog 2) 依存的な細胞増殖を来し
ているが、EZH2 を阻害することで結果的に PI3K-AKT を阻害し、抗腫瘍効果を発生
するという合成致死の概念を用いた治療である (54)。さらに、チロシンキナーゼ阻害
剤の dasatinib は G1-S 細胞周期停止を起こすことで ARID1A に変異を認める OCCC の
細胞増殖を抑制したとする報告がある (55)。現時点では OCCC においては臨床応用
に至っていないが、今後、ARID1A に変異を認める OCCC の治療の選択肢となり得る
ものである。OCCC には症例により影響を受ける経路が様々であることから、全エク
ソーム解析は OCCC の分子標的療法を選択する際に有用であると考えられた。本研究
では癌組織のエクソーム解析を行うことにより、APOBEC や MMR といった癌化の過
程の理解、並びに分子標的薬剤の選択における臨床での有用性が示された。 
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結論   
本研究では①FFPE 検体から抽出した DNA であっても、十分にエクソーム解析を行
えることを示した。②OCCC のエクソーム解析を通して OCCC の遺伝子異常の特徴
を解明した。OCCC の mutation spectra 解析により、OCCC の一部の癌化において
APOBEC の活性化が関与している可能性が示唆された。更に、3 例において著しく
体細胞変異の数が増加しており、その 3 例は非腫瘍部に MMR パスウェイを司る遺伝
子に変異を来しており、一部の OCCC の癌化に MMR パスウェイの障害が重要な役
割を示していることが示唆された。OCCC において頻繁に認めた遺伝子変異は
ARID1A、 PIK3CA、 PPP2R1A、KRAS であった。ARID1A と PIK3CA が同時
に変異を来している頻度が有意に高く、本研究ではこれらの遺伝子変異の発生頻度は
これまでの報告より高かった。③OCCC の約 27.1％にで薬剤選択の根拠となる可能
性のある遺伝子変異を認めた。本研究により、OCCC で癌化の過程を解明し、薬剤選
択等の臨床上有益な情報を得る上で、OCCC の臨床検体に対しエクソーム解析を行う
重要性が示された。  
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図説 
Figure 1. 研究シェーマ 
Figure 2. FFPE 検体からの DNA抽出 
(A) OCCC と対応する正常部の HE 染色による顕微鏡像(20×)。 (B) FFPE 検体（HE 染
色）から肉眼的に OCCC 部を切り出すイメージ図。実際は未染標本から切り出しを行
う。(C) 得られた DNA をアガロースゲルで電気泳動を行った図。600 ng の DNA を
0.5% W/V agarose gel に載せ、100 V で 2.5 時間泳動を行い、ethidium bromide で染色
した。ゲノム DNA の由来（血液、FFPE 標本）をゲルの上部に示した。Lambda Hind III
をサイズマーカーとして用いた。FFPE から抽出された DNA はスメア状になっており、
0.5 - 3 kbp に断片化していた。 
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Figure 3. OCCCにおける Mutation spectra 解析 
(A) OCCC の Mutation spectra をヒートマップ化した。症例は縦に、6 種の塩基置換パ
ターンは横に並んでいる。平均からの正と負の偏差は赤と緑の色で示されている
（スケールはカラーバーに表示）。クラスター間の樹形図はヒートマップの左に
表示されている。 
(B)  3 つのクラスターの平均 mutation spectra を示す。各塩基置換の割合（％）を縦に、
塩基置換の 6 パターンを横に配置した。クラスターA、B、C をそれぞれ青、赤、
緑で表示した。 
 
Figure 4. MMR遺伝子変異の有無による変異パターンの比較 
各項目の値を縦に配置した。左から Ts/Tv 比、nonsynonymous/synonymous 比、
frameshift/non-frameshift 比を配置した。青と赤のバーはそれぞれミスマッチ修復機構
の損傷の無い群、ある群を表している。マイクロサテライト不安定症例はマイクロサ
テライト安定症例と比べ、20－30 倍フレームシフト挿入・欠失変異が多いとされ(56)、
我々のデータもこの報告に符合する。 
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Figure 5. OCCCにおける COSMIC cancer gene census 遺伝子への変異一覧 
OCCC において変異を認めた COSMIC cancer gene census 遺伝子への変異を表にまと
めた。症例は横に、遺伝子名は縦に並んでいる。48 例中で 2 例以上に変異を認めた遺
伝子を表示した。明らかな機能低下を示す変異(nonsense mutations、frameshift indels) 
は濃い緑、アミノ酸変異をもたらす変異を薄い緑で表示した。 
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COSMIC Census gene の変異 
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